云 南 植 物 研 究 2010，321(2): 147 一 150 
Acta Botanica Yunnanica DOI: 10. 3724/SP. J. 1143. 2010. 09204 





快速 碱 化 因子 基因 BcRALF 在 菜 心中 的 克隆 及 序列 分 析 * 





李 烙 烙 "*， 章 家 树 ” 


E 命 科学 学 院 ， 安 徽 阜阳 ”236041; 2 浙江 大 学 蔬菜 研究 所 细胞 与 
分 子 生物 学 实验 室 ， 浙 江 杭州 ”310029) 





(1 旱 阳 师范 当 


本 
[| 

















摘要 : 快速 碱 化 因子 是 近年 来 新 发 现 的 一 种 植物 多 肽 类 信号 分 子 ， 广 泛 存在 于 高 等 植物 中 。 通 过 已 得 到 的 
普通 白菜 的 快速 碱 化 因子 基因 BcMFI4 (GenBank 序列 登录 号 EF523516) 的 核 背 酸 序列 ， 在 其 编码 框 两 
侧 设计 引物 ， 从 菜 心 中 克隆 出 该 类 信号 分 子 基因 ， 命 名 为 BcRALF (登陆 号 : GU086228)。 序 列 同 源 比 对 
表明 该 基因 与 花椰菜 、 拟 南 芥 等 的 快速 碱 化 因子 基因 有 很 高 的 相似 性 , 证 明 BcRALF 属于 快速 碱 化 因子 
家 族 。 和 蛋白 质 特征 预测 以 及 蛋白 序列 结构 分 析 发 现 BcRALF 蛋白 包含 有 多 个 生物 活性 位 点 ， 符 合 其 作为 
多 肽 类 信号 分 子 类 和 蛋白 的 特征 。 
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Isolation and Molecular Characterization of RALF-Like 
Gene BcRALF from Brassica campestris 


ssp. chinensis var. parachinensis 
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Abstract: The rapid alkalinization factor (RALF) gene is a new found plant polypeptide signal molecule, wide 
spreading in higher plants. In this study BcRALF was cloned from Brassica campestris ssp. chinensis Maki- 
no var. parachinensis based on BcMF]4 (GenBank accession number EF523516) from B. campestris ssp. 
chinensis var. commaunis cv. Aijiaohuang. The sequence of this gene was 273 bp (GUO086228) and was iden- 
tified as a rapid alkalization factor gene according to its high identity with B. oleracea var. botrytis BORALF!] 
and Arabidopsis thaliana RALFL9Y9. Protein characteristics and sequence structure were predicted, and more- 
over, many bioactive sites were found. The results showed that the characteristics of the BcRALF protein 
consistent with its category as a peptide signal molecule. 
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快速 碱 化 子 (rapid alkalization factor， Bisseling, 2001; Ryan and Pearce, 2001; Matsuba- 
RALF) 是 植物 多 肽 类 信和 号 分 子 的 一 种 ， 是 Pearce yashi 等 ，2001; Pearce 等 , 2001; Ryan and Pearce， 
等 (2001) 在 对 系统 素 的 研究 中 偶然 发 现 的 。 多 ”2003; Yang 等 ，2000)， 它 们 与 植物 中 非 蛋白 质 
肽 信号 是 重要 的 胞 间 信 和 号 感应 分 子 (Franssen and ”类 的 信号 分 子 〈 生 长 素 、 赤 霉 素 、 细 胞 分 裂 素 、 
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乙烯 、 脱 落 酸 、 芸 荤 素 、 攻 者 酸 等 ， 共 同形 成 一 
个 信号 网 络 ， 调 节 植 物 的 生长 发 育 。 作 为 多 肽 信 
号 分 子 中 的 一 大 类 别 ， 快 速 碱 化 因子 广泛 存在 于 
植物 中 。 被 证 明 在 植物 多 个 器 官 的 不 同 发 育 时 期 
都 表达 。 花 粉 发 育 在 植物 生殖 发 育 过 程 中 是 一 个 
研究 热点 ， 许 多 与 花粉 发 育 相 关 的 基因 和 功能 
相继 被 报道 (Scott 等 , 2004; Wilson and Yang， 
2004; McCormick，2004)。Bedinger 等 (2003) 
和 Germain 等 (2005) 先后 报道 了 一 类 快速 碱 
化 因子 基因 ， 在 花粉 中 特异 表达 ， 且 与 番茄 、 马 
铃 草 的 生殖 发 育 、 育 性 等 有 明显 关联 ， 表 明 在 
RALF 家 族 中 ， 可 能 存在 一 些 专用 于 调控 植物 花 
粉 发 育 的 信号 分 子 。 

本 实验 室 在 对 “ 矮 脚 黄 ” 普 通 
sica campestris L. ssp. chinensis var. communis 
Tsen et Lee cv。Aijjiaohuang) 小 孢子 发 育 的 人 研 
究 中 ， 发 现 一 个 快速 碱 化 因子 类 基因 BcMF14 
(GenBank 序列 登录 号 : EF523516)， 并 证 实 它 
在 白菜 两 用 系 的 可 育 株 系 中 特异 表达 。RT-PCR 
表达 分 析 表 明 该 基因 在 “ 矮 脚 黄 ” 白 菜 可 育 系 花 
萝 的 雄蕊 部 位 专 一 表达 ， 而 在 不 育 系 的 相应 部 位 
不 表达 。 由 于 在 RALF 家 族 中 ， 可 能 存在 一 些 
专 一 调控 植物 花粉 发 育 的 RALF 信号 分 子 ， 推 
测 BcMF74 很 可 能 参与 并 调控 白菜 花粉 发 育 的 复 

菜 心 (B. campestris L. ssp. chinensis var. 
parachinensis Tsen et Lee) 是 一 种 生长 周期 短 的 
靶 蔓 属 植物 ， 适 宜 作为 转基因 的 材料 ， 本 实验 室 
已 经 建立 了 成 熟 的 菜 心 遗传 转化 体系 ， 并 成 功用 
于 多 种 基因 的 转基因 实验 。 为 证 明快 速 碱 化 因子 
基因 可 能 参与 调控 植物 的 花粉 发 育 过 程 ， 本 研究 
从 夫 草 属 的 全 心中 克隆 出 该 类 信和 号 分 子 基因 ， 对 
其 序列 特征 和 系统 进化 进行 初步 分 析 ， 为 下 一 步 
在 菜 心 中 进行 BcRALF 转基因 研究 提供 支持 。 
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1 材料 与 方法 
1.1 材料 

以 浙江 大 学 蔬菜 研究 所 细胞 及 分 子 生物 学 实验 室 保 
留 的 广东 东莞 白沙 “45 天 油 青 ” 菜 心 为 材料 ， 并 播 于 试 
验 田 ， 田 间 管 理 按 常 规 进 行 。 在 苗 龄 50 d 时 ， 从 群体 中 
随机 选取 单 株 ， 每 株 取 2 一 3 片 鲜嫩 叶片 ， 所 选材 料 用 
75% 的 酒精 棉 擦洗 干净 ， 做 好 记号 ， 用 纱布 包 好 ， 立 即 








































































































投入 液 氮 中 国定 ， 一 75"C 保存 备用 。 
1.2 DNA 的 提取 及 基因 的 克隆 

模板 DNA 的 提取 及 检测 参照 本 实验 室 的 方法 并 略 加 
改进 ( 曹 家 树 等 ，1995)。 在 BeMF14 编码 框 两 侧 设计 引 
物 P1 (5' TAT GGG GAT GTC TGA AAG TAT C3') 和 
PpP2 (5 GTA AAA TTA ACC AAG GGT GGT G 3), 在 葬 
心中 扩 增 同 源 基因 。PCR 反应 总 体积 25 pyL， 包 括 DNA 
模板 (20 ng pL!') 1 pL，10X PCR 反应 缓冲 液 2.5 pL， 
dNTP (10 ymol 11) 0.5 pL， 上 下 游 引 物 (10 pmol。 
11) 各 0.5 pL，Tag 酶 (5 Un) 0.5 pL， 反 应 条 件 
为 94C 预 变 性 2 min; 94C 变性 30 s，56 人 退火 30 s， 
72 吕 延伸 2 min，30 个 循环 ; 725C 延伸 10 min。 

扩 增 产物 用 1.0% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 其 大 小 、 
纯度 及 亮度 。 对 于 扩 增 效果 良好 且 足 量 的 样品 用 VITA- 
GENE 公司 的 DNA 凝 胶 回 收 试剂 盒 回 收 ，T, 连接 酶 
40C 连 接 过 夜 ， 转 和 人 DH5a 大 上 肠 杆菌 中 。 挑 取 单 个 白色 
菌落 ， 以 碱 裂 解法 抽 提 质粒 ， 用 EcoRI 进行 单 酶 切 鉴定 
和 PCR 鉴定 后 ， 送 上 海 博 亚 生物 公司 测序 。 

1.3 核酸 序列 及 编码 蛋白 的 特征 分 析 

利用 DNAStar 软件 对 从 菜 心中 得 到 的 BeRALF 基因 的 
核 苷 酸 序列 进行 分 析 ， 包 括 序 列 的 开放 阅读 框 的 查找 、 氮 
基 酸 序列 的 翻译 。 预 测 蛋 白质 特征 及 蛋白 序列 结构 分 析 通 
过 有 蛋白质 专家 分 析 系 统 (http: //ca. expasy. org) 进行 。 
1.4 同 源 比 对 和 系统 树 构建 

将 推测 的 BcRALF 氨基 酸 序列 在 GenBank 数据 库 用 
blast 软件 与 网 上 的 快速 碱 化 因子 蛋白 序列 进行 比 对 ， 并 
将 该 基因 编码 的 氨基 酸 序列 用 Sequence Retrieval 系统 在 
网 上 的 Swiss-Prot 蛋白 数据 库 中 进行 同 源 比 较 ， 进 一 步 
找 出 该 基因 的 生物 信息 ， 用 MEGA3.1 软件 对 E value 
为 0.01 的 氨基 酸 进行 序列 分 析 ， 并 用 NJ 法 (Nighbour- 
joing) 和 ME 法 (Minimum Evolution) 构建 进化 树 ， 采 
用 BootStrap 1000 检验 分 子 系统 树 各 处 的 置信 度 。 


































































































































































































































































































































































































2 结果 与 分 析 
2.1 BcRALF 基因 的 克隆 

以 羔 心 DNA 为 模板 ， 用 引物 P1、P2 进行 
PCR 扩 增 反应 ，PCR 产物 经 电泳 鉴定 ， 得 到 一 
个 大 小 为 280 bp 左右 的 特异 性 条 带 (图 1)。 将 
该 条 带 切 腕 回收 ， 连 接 到 pGEM-T-easy-vector 
载体 上 ， 转 化 已 coi DH 5 a 感受 态 细胞 ， 酶 切 
检测 后 ， 将 阳性 克隆 后 送出 测序 。 
2.2 BcRALF 序列 特征 分 析 

序列 测定 结果 表明 ，BcRALF 的 DNA 序列 
由 280 个 核 背 酸 组 成 〈 登 陆 号 : GU086228)。 利 
用 DNAStar 软件 分 析 BcRALF 最 大 开放 阅读 框 
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图 1 BcRALF 基因 PCR 扩 增 结果 

1. 1 kb 核酸 分 子 量 标记 ; 2. 以 菜 心 DNA 为 模板 扩 增 结果 
Fig.1 Amplication results of BcRALF 

1. 1 kb DNA marker; 2. 

















amplified product with B. campestris 


chinensis cv. Parachinensis DNA as template 


为 240 个 碱 基 ， 编码 79 个 氨基 酸 (图 2)， 对 
BcRALF 编码 蛋白 质 的 特征 进行 分 析 表 明 ， 该 
基因 编码 的 氨基 酸 序列 的 分 子 量 为 8. 7481 kDa， 
等 电 点 为 7.814，pH 7.0 时 的 电荷 为 1. 4159; 含 
有 碱 性 氨基 酸 (K、R) 9 个 ， 酸 性 氨基 酸 (D、 
E) 8 个， 下 水 氨基 酸 (A、I、L、F、W、YV) 
23 个 , 极 性 氨基 酸 (N、C、Q、S、T、Y) 23 
个 。 通 过 Prosite 数据 库 查 询 ， 发 现 BcRALF 基 
因 编 码 的 蛋白 包含 有 多 个 生物 活性 位 点 。 包 括 一 
个 N- 豆 翘 酰 化 位 点 〈2 一 7) ， 两 个 蛋白 激酶 C 磷 
酸化 位 点 (6 一 8、51 一 53)， 一 个 酷 氨 酸 激酶 II 
磷酸 化 位 点 〈24 一 27) ， 和 一 个 酷 氨 酸 激 酶 磷酸 


化 位 点 〈53 一 60) 。 
2.3 BcRALF 同 源 比 对 和 系统 树 构 建 

把 BcRALF 的 cDNA 在 GenBank 数据 库 用 
blast 软件 进行 同 源 性 搜索 ， 结 果 表 明 与 花椰菜 的 
快速 碱 化 因子 (BoRALF1， 登 录 号 DQ059310)、 
拟 南 芥 RALFL9 (登录 号 NM104838) 的 mRNA 
序列 相似 性 很 高 ， 分 别 为 97%、85%。 并 且 与 拟 
南 芥 花 和 角 果 的 一 些 cDNA 序列 的 相似 性 也 很 高 ， 
由 此 初步 推断 该 基因 属于 快速 碱 化 因子 类 基因 。 
进一步 将 该 基因 编码 的 氨基 酸 序 列 用 Sequence 
Retrieval 系统 在 网 上 的 Swiss-Prot 蛋白 数据 库 比 
对 ， 证 实 该 基因 是 快速 碱 化 因子 类 基因 。 
用 MEGA3. 1 软件 对 EE value 为 0.01 的 蛋白 
序列 构建 进化 树 ， 建 树 的 蛋白 序列 来 自 花椰菜 
(蛋白 序列 号 , Q4TTZ9)、 拟 南 芥 〈Q3ECL0， 
Q8LBS8，QLECR9，Q8LBK5)、 水 稻 〈Q2QP50， 
Q7G716，Q10LK5)、 白 杨 (Q84UC8)、 高 梁 
(Q6TF28) 、 茄 属 (Q5QJ47，Q945TO)。NJ 法 和 
ME 法 构建 的 系统 进化 树 结果 一 致 ， 在 此 仅 列 出 
NJ 法 的 树 (图 3)。 从 进化 树 上 可 以 看 出 快速 碱 化 
因子 蛋白 起 源 于 共同 的 祖先 ， 后 来 进化 为 不 同 的 
类 别 ， 基 本 上 反映 了 这 些 物种 进化 的 规律 ， 主 要 
的 三 个 分 文 和 传统 分 类 学 吻合 。 









































3 讨论 

BcRALF 与 GenBank 数据 库 中 登录 的 多 个 
RALF 基因 比较 表明 ， 它 们 的 同 源 性 很 高 ， 说 明 
BcRALF 是 一 个 快速 碱 化 因子 类 新 基因 。 并 且 ， 


图 2 


Fig. 2 


ATGGGGATGTCTGAAAGTATCAAGGTTGTIGTCTCTCTCTTTCTTGTGGTG 
M GM SS FF BE V V Vs L FL VyYV 
TTATTGGCTCTTGCAGCAACCCAGACAGAGTCAAGATACATAAATTATCAT 
LOL A A A TO ol bE SS RY TN YEH 
GCCCTTCATGGAGATCACAGTTTAATTTGTGATAAAGCGCACCCAAACACC 
A -He GG DH SL DC DK A HP Ni 
TGCAAGAAGGAAGAAGCCAATCCTTATACTAGAGGATGCGAGACAATCGAT 
BBE R E EE AN PP Y T R GCE T ID 
CGTTGTCGTGGTCAATCTCTAGGCCCAAAAATGITGAIATCGACCAAGTAGAG 
ROG RR GO LG PR kK IM 
TACACCACCCTTGGTTAATTTTAC 














BcRALF 的 序列 分 析 结 果 。 起 始 和 终止 密码 子 加 框 表示 ， 单 下 划 线 是 N- 豆 将 酰 化 位 点 ， 双 下 划 线 是 酪 氨 酸 激 








酶 磷酸 化 位 点 ， 阴 影 区 是 两 个 蛋白 激酶 C 磷酸 化 位 点 ， 波 浪 线 是 酷 氨 酸 激酶 II 磷酸 化 位 点 





The structure analysis of BcRALF. Initiation and stop code are shown in framing. Underlined sequences is 


N-myristoylation site, double underlined is tyrosine kinase phosphorylation sit, shaded regions are 2 Protein 


kinase C phosphorylation site, wave line is casein kinase II phosphorylation site 
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89r TOBAC | Q945T0 

NicAt | Q5QJ47 

SOLCH | Q6TF28 

PopTr | Q84UC8 


OrySa | Q2QP50 
36 OrySa | QI0LK5 
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BcRALF 
BRAOB | Q4TTZ9 
ARATH | Q3ECL0 

5 ARATH | Q8LBS8 

61 ARATH | QIECR9 
100L ARATH | Q8LBKS 










图 3 基于 推测 的 BcRALF 编码 蛋白 的 氨基 酸 序列 构建 的 NJ 系统 进化 树 。 图 中 数字 为 自 举 检验 置信 值 (1 000 个 复制 序列 ) 
Fig.3 Phyiogenetic tree based on putative BcRALF protein and other RALF proteins using NJ method. 








Numbers on the tree represented confidence values from bootstrap test (1 000 replicates) 


和 其 它 的 RALF 蛋白 一 样 ， 推 导 的 BecRALF 和 蛋 
白 有 4 个 保守 的 半 胱 氨 酸 残 基 。 BcRALF 编码 
的 蛋白 包含 有 一 个 N- 豆 莹 醚 化 位 点 ， 两 个 蛋白 
激酶 C 磷酸 化 位 点 ， 一 个 酪 氨 酸 激酶 II 磷酸 化 
位 点 和 一 个 酷 氨 酸 激 酶 磷酸 化 位 点 。 多 个 生物 活 
性 位 点 的 存在 说 明 作 为 信号 分 子 ，BcRALF 和 蛋 
白 的 功能 可 能 有 多 种 。 研 究 发 现 ， 在 RALF 基 
因 家 族 中 有 一 类 参与 植物 生殖 发 育 的 调节 过 程 
(Germain 等 ，2005; Bedinger 等 ，2003; 张 国 裕 
等 ,2006)。 BcRALF 与 白菜 的 BeMF14 基因 的 
相似 性 极 高 (编码 框 内 仅 有 1 个 核 背 酸 的 差异 )， 
都 属于 快速 碱 化 因子 类 基因 。 已 证 明 BcMF14 是 
白菜 花粉 发 育 中 的 相关 基因 ， 因 此 推测 菜 心中 的 
BcRALF 在 花粉 发 育 中 必定 起 到 关键 作用 ， 本 
实验 室 已 在 菜 心 中 进行 转基因 试验 ， 深 入 人 研究 该 
基因 的 功能 。 
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